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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por um protozoario do género Leishmania,
estas patologias sdo consideradas negligenciadas. Até o momento foram identificadas mais
de 20 espécies deste género (WHO, 2020a). Apesar de casos serem reportados ha anos,
atualmente estédo sendo notificados casos em paises ndo endémicos, mostrando-nos que esta
€ uma patologia emergente (VASCONCELOS et al, 2019). Cada espécie de Leishmania afeta
o hospedeiro de uma forma diferente, sendo as mais comuns e menos letais, a Leishmaniose
cutdnea e muco-cutanea, causando Ulceras na pele e mucosas, quase sempre deixando
cicatrizes ou até mesmo sérias deformidades (WHO 2020b). Contudo, existe uma variagcao
gue é ocasionada pela Leishmania donovani e outras espécies, conhecida por Leishmaniose
visceral ou Calazar, esta por sua vez é caracterizada como a mais grave e suas estatisticas
sdo assustadoras, sendo contabilizadas em torno de 12 milhdes de pessoas contaminadas
com o parasito, e 500 mil novos infectados todos os anos, dentre eles 80 mil vao a ébito
(PISCOPO e CHARLES, 2006). A leishmaniose visceral atinge majoritariamente o género
masculino, um estudo toma como base a diferenca hormonal do género masculino, para com
o feminino e o quanto isso afeta a resposta imune (CLOOTS et al, 2020). A enzima CDC2-
related protein kinase 3 (CRK3) da Leishmania donovani € composta por 311 amino&cidos,
sendo que 49,4% sao iguais aos da sua homologa CDC2 do Homo sapiens (WALKER et al,
2011). Uma revisao realizada pela universidade de Oxford no Reino Unido em 2019 segue
citando o complexo CRK3/CYC6 como estando envolvido no ciclo celular, durante a transicéo
gue ocorre entre as fases G2 e M do ciclo celular, reafirma também sobre a ocorréncia de
citocinese sem mitose, gerando células filhas defeituosas (WHEELER et al, 2019).

OBJETIVO

Expresséo e purificagcdo da enzima CRK3 da Leishmania donovani, e caracterizagdo de
compostos calcogenoquinolinicos avaliando sua capacidade de inibitéria sobre a atividade da
CRKS.

METODOLOGIA

Ao fim do ultimo ciclo do projeto, foi constatada a necessidade de remog¢éo da cauda de
histidina que foi inserida na regido Carboxi-terminal da proteina CRK3, para que fosse
possivel obter uma proteina passivel de se realizar ensaios enzimaticos dos quais se
obtivessem resultados confiaveis. Para isso, foram desenhadas novas sequéncias de primers
para o} gene LdCRK3 (Leishmania donovani CRK3), foward
5AGGGCGAATTGGCGGAAGGSI', se ligou proximo ao sitio de restricdo e ao gene
codificador da metionina do start codon, e reverse 5CTGCTCGAGTTACCAACGCAGATCZ
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desenhado para se ligar as Ultimas trincas de nucleotideos, e codificar o stop cédon e o sitio
de restric&o. Utilizando dos primers e do gene da CRK3 foi realizada uma Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) utilizando tampao Taq High fidelity polymerase reaction buffer 1X,
200uM de dNTP Mix, 2.5U de Taqg High Fidelity Polymerase, 0,25 uM de primer foward, 0,25
uM de primer reverse e 1ug de material genético. O resultado foi confirmado por meio de
eletroforese em gel de Agarose a 1%.Foi realizado também um in6culo de cepa DH5a que
continha o gene vetor pET28 (Novagen), em meio LB Broth suplementado de Canamicina a
25ug x mL*a 37°C sob agitagédo de 180 RPM durante 18 horas a noite. No dia seguinte foram
centrifugados 5mL do in6culo e o precipitado foi submetido a lise alcalina utilizando o kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System para obtencdo do vetor pET28. O
resultado foi confirmado por eletroforese em gel de agarose a 1%. O produto da PCR foi
purificado utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction Kit QIAquick® PCR & Gel Cleanup Kit
(QIAGEN) e juntamente com o vetor de expressdo, pET28 foi digerido com as enzimas de
restricdo Slal e Xbal. Em seguida foi realizado a ligacdo do gene com o vetor utilizando a
enzima T4 ligase, seguiu-se a purificagdo utilizando o kit llustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE). Cepa E. coli DH5a competente foram transformadas por choque térmico
com o vetor pET28-LdCRK3. O produto da ligagdo foi misturado com 50uL de bactérias e
mergulhada em banho de gelo durante 30 minutos, seguiu-se 90 segundos um banho maria
a 42°C, posteriormente o material ficou em banho de gelo durante 2 minutos. Apos este
periodo foi adicionado a reagdo 800uL de meio de cultura LB Broth e encubado a 37°C sob
agitacdo de 180 RPM durante 2 horas. Em seguida, a mesma foi semeada em placa de petri
com meio LB Agar acrescido de Canamicina (25ug x mL'1) e incubado a 18°C por 18 horas.
Colbnias foram selecionadas e diluidas em 10uL de 4gua deionizada ultrapura, submetidas a
PCR de colbnias PCRs utilizando Tag DNA Polimerase e os primers T7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos realizada a remogéo da cauda de Histidina, foi também realizada amplificacdo do
vetor pET28, ambos os materiais foram purificados e o resultado pode ser observado na
Figura 1 onde na coluna 1 se observa o marcador de massa molecular, na coluna 2 o vetor
com massa molecular de 5396 pb e nas colunas 3 e 4 uma duplicata de resultados contendo
o inserto da LACRKS3.

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose do produto transformacéo de E. coli DH5a
e do gene da CRK3 sem calda de histidina.
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Resultado da purificagdo da PCR onde foi realizada a remocg&o do gene de
cauda de histidina localizado nas colunas 3 e 4.

Tendo em méos o vetor pET28 purificado e o inserto da CRK3 (LACRK3) prosseguimos
para a digestdo enzimatica para abertura do vetor e corte do inserto utilizando as
endonucleases Slal e Xbal para gerar extremidades coesivas ndo complementares entre si
gue irdo favorecer a ligagédo do inserto no vetor e reduzindo assim a chance do vetor fechar
sem a insercao do inserto. Seguiu-se a purificado dos produtos da digestéo cujos resultados
séo observados na Figura 2, o vetor contendo 5192pb e o inserto da CRKS.

Figura 2 — Produto da digestdo enzimatica do vetor pET28 e inserto da CRK3
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34Resultado da purificacédo da digestéo do inserto CRK3

Apos a realizacdo da purificagdo da digestdo, foram realizadas diversas tentativas de
ligagédo e transformacéo para a criagdo e amplificagdo do cDNA correspondente a Enzima
CRK3, porém sem sucesso, foram realizados testes com diferentes aliquotas de tampéo e
enzima T4 ligase, porém o resultado obtido foi negativo como esta exemplificado na Figura 3,
0 que impediu a continuidade do trabalho.

Figura 3 — PCR de Col6nias visando bactérias positivas para o cDNA LddCRK3
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IMarcador molecular High Range DNA Ladder;
bemais PCR de Colbnias negativas.

CONCLUSOES

A partir dos experimentos realizados, foi possivel concluir que a remogéo da cauda de
Histidina foi realizada com sucesso, bem como a digestédo enziméatica realizada tanto no vetor,
quanto no inserto, entretanto apos a realizacdo da ligacdo e transformagédo por choque
térmico, ndo se conseguiam colbnias viaveis para a extracao de material amplificado. Para
tentar desvendar a causa, foi realizada uma triagem dos procedimentos até o momento da
ligagdo onde na ultima etapa antes da transformacéo por choque térmico, foi realizada uma
pcr do material ligado a fim de verificar se o0 inverso se encontrava entre o promotor e
terminador T7 do vetor. Esta PCR apresentou resultado positivo, logo foi possivel concluir
também que o problema se encontrava nas aliquotas de Bactéria competente. Sendo assim,
logo que possivel serdo preparadas novas aliquotas de bactérias tratadas e aptas a receber
0 cDNA exdgeno e os trabalhos serédo continuados.
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